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193. Unterscheidung der Penicilloinsiiuren von
funktionellen Derivaten ihrer
a-Carboxylgruppe mittels Penamaldat-Stabilititsbestimmung

von C.H. Schneider und A.L.de Weck
(2. IV. 66)

Als Bestandteil der antigenischen Penicilloyl-Determinanten beansprucht die
Penicilloylgruppe — und mit ihr die Penicilloylierungsreaktionen — gegenwirtig ein
erneutes Interesse. Bei unserer Untersuchung von Penicilloylierungen verlassen wir
uns in erster Linie auf die Penamaldatanalyse [1] [2], welche sehr empfindlich, rasch
durchzufiihren und fiir viele Zwecke hinreichend genau ist. Bei dieser Analyse wird
die Wirkung von Quecksilber(II)-chlorid ausgeniitzt, die fast momentan zur Aus-
bildung eines Absorptionsmaximums bei 282 nm fithrt. Sie beruht auf Penamaldat-
bildung [3] und ist auf die Salze der Penicilloinsiure und auf Penicilloylderivate mit
umgewandelter «-Carboxylfunktion beschrankt. Die in einer Ldsung solcher Ver-
bindungen durch Quecksilber(II)-chlorid erzeugbare Extinktion bei 282 nm bezeich-
nen wir als Penamaldatwert (PW) dieser Lésung. Penicillin selbst reagiert unter den
angewandten Messbedingungen nicht oder nur vernachlissigbar langsam. Auffallend
ist bei der Penamaldatanalyse der Penicilloinsdure die geringe Stabilitit des Mess-
wertes in neutral und selbst in alkalisch gepufferter Losung, wihrend Derivate mit
umgewandelter «-COOH-Gruppe im wesentlichen stabile Penamaldatwerte ergeben.

Wir benutzen seit einiger Zeit eine qualitative Probe, welche auf dieser Instabilitit
des freien Penamaldats beruht und welche rasch und einfach Penicilloinsiure von
ihren Derivaten mit umgewandelter a-Carboxylgruppe in Chromatographiesiulen-
Eluaten oder in den Fraktionen einer Craig-Verteilung zu unterscheiden erlaubt.
Ihren besonderen Wert erweist die Probe beim Nachweis der Penicilloylierung in
neutralen Penicillinlésungen, nach Inkubation mit verschiedenen Aminen und hydro-
xylhaltigen Verbindungen [4]. Ein erster Versuch wird dabei so durchgefiihrt, dass
die zu erwartende Penicilloinsiurebildung im Vergleich zu der a-Amid- oder a-Ester-
' Bildung klein ist, so dass die Penamaldatstabilitit des Reaktionsproduktes in der
Reaktionslésung durch den geringen Penicilloinsduregehalt nicht wesentlich beein-
trichtigt werden kann. Die Feststellung einer fiir Penicilloylderivate charakteristi-
schen Penamaldatstabilitit der Reaktionslosung ist dann ihrerseits beweisend dafiir,
dass Aminolyse oder Alkoholyse des Penicillins eingetreten sind, und schliesst die
Moglichkeit aus, dass durch die Reaktionspartner des Penicillins (oder deren Verun-
reinigungen) lediglich die Hydrolyse katalytisch beschleunigt wird. Wiirde nédmlich
der entstandene Penamaldatwert in gewissen Inkubationslésungen lediglich der
hydrolytisch gebildeten Penicilloinsdure zu verdanken sein, so miisste er in der Probe
die charakteristische Instabilitit des freien Penamaldats zeigen. Durch einen Kon-
trollversuch mit zugesetzter Penicilloinsdure lisst sich deren Instabilitit unter den
gegebenen Bedingungen leicht verifizieren.
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In der vorliegenden Mitteilung berichten wir iiber die Methodik und beschreiben
einige an gereinigten Substanzen gewonnene Beobachtungen, welche zur Durch-
fithrung und Beurteilung der Penamaldat-Stabilitatsprobe wichtige Hinweise geben.

Matevial. e-(Penicilloyl-a-amido)-capronsiure-bis-benzylammonium-Salze wurden nach Inku-
bation von Penicillin mit e-Aminocapronsiure in 1M Na,CO; bei pH 10,5 gewonnen [5].

&-(Benzylpenicilloyl-a-amido)-capronsiure-bis-benzylammoniumsalz: Smp. [5] 110-111°
(Lit. [2]: Smp. 111-112°).

&-(Phenoxymethylpenicilloyl-a-amido)-capronsiure-bis-benzylammoniumsalz: Smp.112-113°,
[)# = +59,4° (¢ = 1, Wasser). Penamaldatanalyse: PWyo1ar = 21500.

CoeHl,O;N;S (695,85)  Ber. C621 H7,10 N1007%  Gef. C61,8 H7,06 N9,63%

&-(Allylthiomethylpenicilloyl-a-amido)-capronsaure-bis-benzylammoninmsalz: Smp. 101-103°
(Lit. [2]: Smp.95-96°), [a]3f = +68,3° (¢ =1, Wasser). Penamaldatanalyse: PW 5y = 19500.

CasHpOeNsS, (675,9)  Ber. C58,6 H 7,30 N10,36%  Gef. C582 H 7,62 N10,23%

Die Natriumsalze dieser e-(Penicilloyl-amido)-capronsduren wurden durch Passage der wisseri-
gen Benzylammoniumsalzlosungen durch cine Dowex-50-Séule in der Na-Form gewonnen.
{Dowex 50 W x 8, 100-200 mesh, gereinigt durch Vorbehandlung mit Aceton, Aceton-Chloroform
und Aceton-Alkohol).

Zur Gewinnung von Natriumpenicilloatlésungen wurde Penicillin (~ 20 mg) in 2 ml 1x NaOH
bei 37° 60 Min. hydrolysiert. Darauf wurde mit 1n HCl neutralisiert und mit 0,05M Phosphat-
puffer pH 7,4 auf 100 ml erginzt. Diese Losung wurde bei 0° aufbewahrt. Fiir die Untersuchungen
wurden geeignete Verdiinnungen davon verwendet. Fiir einzelne Experimente wurde Benzyl-
penicilloinsdure nach mehrstiindiger alkalischer Hydrolyse von Benzylpenicillin in 1M Na,CO,
aus der Reaktionslosung durch Ansduern ausgefillt und als kristallines Bis-benzylammoniumsalz
vom Smp. 144-145° isoliert.

Methodik. Die Priiflésung wird mit 0,05M Phosphatpuffer (pH = 7,4) auf einen Penamaldat-
wert von ungefihr 0,6 verdiinnt. Ein ml dieser Verdiinnung wird in einer 1-cm-Quarzkiivette
(Gesamtkapazitit 1,5 ml) mit soviel 1 mm HgCl,-Losung versetzt, dass in der Losung sogenannte
Quecksilberiquivalenz besteht. Die Quecksilberiquivalenz wird in einem Vorversuch ermittelt,
indem 1 m! der verdiinnten Priiflésung mit geeigneten Portionen von zunichst 0,02 oder 0,01 ml,
dann 0,005 ml der Quecksilberchloridiosung versetzt wird, bis der HgCl,-Zusatz erstmalig eine
Abnahme statt einer Zunahme der Extinktion bei 282 nm bewirkt. Der totale Zusatz minus die
letzte Portion wird als die zur Erzeugung der Quecksilberaquivalenz erforderliche Menge betrach-
tet. Beim Erreichen der Extinktionsverminderung sollten die HgCly-Zusitze nicht mehr als
0,005 ml betragen. Der gesamte HgCly,-Zusatz soll 0,04 ml nicht tibersteigen; reicht die Queck-
silberkonzentration von 1mwm nicht aus, so wird eine den Verhéaltnissen angepasste, konzentriertere
Losung verwendet.

Der bei Quecksilberiquivalenz bestehende Penamaldatwert, der mehr oder weniger rasch
sinkt, wird nun wihrend einer bestimmten Zeit, gewthnlich 10 Min., gemessen, wobei als Anfangs-
wert die Extinktion 1/, Min. nach Beendigung der HgCl,-Zugabe gilt (Fig. 1). Die Stabilitit des
Penamaldatwertes, die sogenannte Penamaldatstabilitit (PS), geben wir an als Verhiltnis (1) des
Penamaldatwertes nach einer fixierten Zeit, PW;, zum Anfangswert PW:

P§; = PW,/PW, (1); PS1p = PWy/PWy.  (2)

Der Abfall der Penicilloinsiureextinktion in Gegenwart von HgCl, verlduft 1. Ordnung oder
annihernd 1. Ordnung, jedoch nur wihrend etwa zwei Halbwertszeiten von 4 bis 5 Min. Nach
10 Min. wird die weitere Abnahme, verglichen mit jener 1. Ordnung, gering. Wir benutzen daher
allgemein die Penamaldatstabilitit wihrend 10 Min. (2). Sie liegt fiir Benzylpenicilloinsiure
zwischen 20% und 309, und fiir e-(Benzylpenicilloyl-amido)-capronsiure bei 959, oder hoher.

Die optische Zelle mit der Analysenlosung stand in einem BECKMAN-DB-Spektralphotometer
mit angeschlossenemm BECKMAN-Schreiber. Gegeniiber der urspriinglichen Registrierung ist die
Zeitskala bei der Quecksilberiquivalenz-Bestimmung verdoppelt, bei der Penamaldat-Stabilitéits-
bestimmung auf 2/5 verkleinert worden. Die Registrierung der Quecksilberdquivalenz-Bestimmung
(HgCly-Zusatze 1-5) geschieht wie folgt: Nach der Kontrolle der Null-Linie wird die Registrierung
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unterbrochen, die Schreiberspitze aber an ihrem Ort belassen. Nun wird die Extinktionsmessung
unterbrochen, und zu der im Apparat verbleibenden Messzelle wird die erste Portion der HgCl,-
Losung gegeben. Nach gutem Durchmischen der Messlésung mittels eines Polyvinylchloridstib-
chens wird erst die Extinktionsmessung und darauf die Registrierung wieder eingeschaltet. Sobald
der Messwert einem {vorliufigen) Endwert zustrebt, wird erneut unterbrochen, damit der nichste
HgCl,-Zusatz gemacht werden kann, usw. Die Unterbriiche in der Registrierung sind durch die
gestrichelten Linien angedeutet; sie dauern ungefahr 20 s.

oD i
282 n1m HgCl,-Zusitze A
PW,,
—
HgCl,- Zusdtze
12345 ]
031 T i
PW,, 8
Fig. 1. Bestimmung der Quecksilberiquiva~
oW, lenz und dev Penamaldatstabilitit einer e-
-~ (Benzylpenicilloyl-amido)-capronsdure-bis -
benzylammoniumsalz-Losung (A) und einer
—r —— . — Dinatriumbenzylpenicilloat-Losung (B)

10 2 4 6 8 10 Min.

Die Zusitze an ml 0,001m Quecksilberchlorid waren in A: 1-5: 0,01-0,005-0,005-0,005-0,005;
6:0,025; in B: 1-5: 0,02-0,01-0,005-0,005-0,005; 6: 0,04.

Der Penamaldatwert {PW) der Quecksilberiquivalenz-Bestimmung ist bei Penicilloylderivaten
praktisch gleich dem Anfangspenamaldatwert (PW,} der Stabilitatsbestimmung, bei Penicilloaten
dagegen meist um 109 kleiner.

Untersuchung einiger Parameter. In saurem Gebiet nimmt die Penamaldatstabilitiat
der Penicilloylderivate und der Penicilloinsiuren stark ab. Infolge der Instabilitit ist
zudem der Penamaldatwert einer Penicilloinsdureldsung bei pH 6,2 nur noch etwa
halb so gross wie bei pH 7,4. Im alkalischen Bereich nimmt die Penamaldatstabilitdt
der Penicilloinsauren betrichtlich zu, wihrend diejenige der Penicilloinsdurederivate
sich wenig verindert. Die Daten der Tabelle 1 zeigen, dass die grossten Unterschiede
zwischen den Penamaldatstabilititen von Penicilloinsiuren und ihren Derivaten bet
neutralen pH-Werten zu erwarten sind.

Die Penamaldatstabilitit nimmt mit steigender Konzentration an HgCl, ab, wobei
die Konzentrationen, die eine vergleichbare Instabilitit erzeugen, in verschiedenen
Losungen variieren kénnen (Tabelle 2). Die experimentell definierte Quecksilber-
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Tabelle 1. Penamaldatstabilititen PSy in % fiiv 3 Penicillinderivate in 0,05M Phosphatpuffer
bei vevschiedenen pH-Wevien

pH 7.3 7.8 6.2
¢-(Benzylpenicilloyl-amido)-caproat,({_ -CH,NH,+)_ 96 98 82
Benzylpcnicilloa.t,(C >—-CH2NH3+)2 20 42

Benzylpenicilloat,Na—z— 20 46 10

dquivalenz trigt diesem Umstand Rechnung und gewihrleistet nach unserer Er-
fahrung auch in komplexen Messlosungen eine ausreichende Vergleichbarkeit und
Reproduzierbarkeit der Werte. Die befriedigende Reproduzierbarkeit der Messungen
einer gegebenen Penicilloinsdurelsung bei einer bestimmten Quecksilberchlorid-End-
konzentration in der Probe (0,03mM; Aquivalenz} wird durch die aufeinander-
folgenden zehn Messungen der Penamaldatstabilitit einer Benzylpenicilloinsdurelésung
gezeigt: PS,, in 9%, = 25,6; 25,6; 23,4; 25,6; 26,8; 24,4; 21,8; 24,4; 25,6; 25,0. Die
Penamaldat-stabilititen von e-(Penicilloylamido)-capronsiuren schwanken ihrerseits
zwischen etwa 95%, und 979,.

Tabelle 2. Penamaldatstabilititen PSyy in % bei pH 7,4 fiir 3 Penicillindevivate bei verschiedenen
Quecksilberchlorid-Zusdlzen®)

HgCl,-Zusatz in yMol,

zu 1 ml Analysenldsung 0,0l 0,015 0,02 0,03 0,04 005 006 0,08
g-(Benzylpenicilloyl-amido)-

caproat,({__)-CH,NH,+), 100 97 94 83 67 49
Benzylpeniciuoat,({/ \\,—CHzNH,,Jf)Z 42 29 26 26
Benzylpenicilloat,Na, 35 32 23 21 20 22

3) Dic fettgedruckten Werte sind bei Quecksilberdquivalenz erhalten worden.

Mit Riicksicht auf die Verwendung der Probe in Penicillin-haltigen Reaktions-
l6sungen ist die Feststellung wesentlich, dass Penicillin in nicht zu hoher Konzentra-
tion keinen Einfluss auf die Penamaldatstabilititen ausiibt. So wiesen e-(Benzyl-
penicilloyl-amido)-capronsdure- oder Benzylpenicilloinsdure-Losungen nach Zusatz
dquimolarer Mengen an Benzylpenicillin keine wesentlich veridnderte Penamaldat-
stabilitdten auf.

Tabelle 3 vergleicht Penamaldatstabilitdten der Penicilloinsduren und e-(Peni-
cilloyl-amido)-capronsduren von Benzylpenicillin, Phenoxymethylpenicillin und
Allylthiomethylpenicillin. Das Verhalten dieser Derivate mit verschiedenartigen
Penicillin-Seitenketten bewegt sich in dhnlichem Rahmen; es ist daher zu erwarten,
dass der Penamaldat-Stabilitdtstest auch bei weiteren Penicillinen erfolgreich ver-
wendet werden kann,

Beim Vorliegen eines Gemisches von Penicilloinsdure und Penicilloylderivat ldsst
sich aus den Werten der Penamaldatstabilitit sogar eine quantitative Aussage iiber
die Gemischzusammensetzung machen. Geht man davon aus, dass die Extinktions-
abnahme im Gemisch sich jederzeit additiv aus den Extinktionsabnahmen der beiden
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Tabelle 3. Penamaldatstabilititen einigey Penicilloate und ihver a-Amidderivate
mit e-Aminocapronsiure

HgCly-Zusatz in Mol PS56%
zu 1 ml Losung

<Aqui- Aqui- >Aqui- <Aqui- Aqui- >Aqui-
valenz valenz valenz valenz valenz valenz

&-(Benzylpenicilloyl-amido)-

caproat, (\ /—CH NH. +) 0,01 0,015 0,03 100 97 83
&-(Phenoxymethylpenicilloyl-amido)-

caproat,(O—CHzNH3+) 0,01 0025 0,05 105 97 67

= 2

&-(Allylthiomethylpenicilloyl-amido)-

caproat,(@CHzNH3+)z 0,01 0,025 0,05 102 96 84
&-(Benzylpenicilloyl-amido)-

caproat,Na, 0,025 0,05 98 78
&-(Phenoxymethylpenicilloyl-amido)-

caproat,Na, 0,03 0,06 97 65
&-(Allylthiomethylpenicilloyl-amido)-

caproat,Na, 0,02 0,04 96 83
Benzylpenicilloat,Na, 0,02 0,04 0,05 35 23 21
Phenoxymethylpenicilloat,Na, 0,04 0,06 0,08 39 33 30
Allylthiomethylpenicilloat,Na, 0,02 0,04 0,06 53 32 31

Komponenten zusammensetzt, und nimmt man an, dass die Penamaldatstabilitdten
der beiden Komponenten im Gemisch gegenseitig nicht beeinflusst werden, dann gilt:

PWO Derivat/ PWO Gemisch PWO Penicilloinséure/ P WO Gemisch — 1 (3)
und
PVVO Derlvat
1-PS fe = e ( 1-PS ; )
PW PW 10 Gemisch PW 10 Derivat
1 0 Derivg.t_ — 0 Pemcﬂlomsaure ~ 0 Geuuschr L (4)
PVV0 Gemisch PWO Gemisch 1- PSIO Penicilloinsdure

‘ Man kann den Ausdruck PW; pervat/ PWo cemison Dinreichend genau Gleichung (4)
entnehmen, indem man zunéchst PS;g peivat = 1 setzt.
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%- Gehalt an Natriumpenicilloatlosung

Fig. 2. Penamaldaistabilitdt von e-(Benzylpenicilloyl-amido)-caproat| Benzylpenicilloat-Gemischen

Die Gemische wurden durch Zusammengeben von verschiedenen Anteilen von Natrium-
penicilloat-Lésung und &-(Benzylpenicilloyl-amido)-capronsiure-bis-benzylammoniumsalz-Losung
von gleichem PW, (= 0,60) hergestelit. Losungsmittel war 0,05 Phosphatpuifer pH 7,4.
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Unsere Erfahrung mit der quantitativen Auswertung von definierten Penicilloin-
siure/Penicilloylderivat-Gemischen ist gut. Figur 2 zeigt die Analyse einiger e-(Benzyl-
penicilloyl-amido)-caproat/Benzylpenicilloat-Gemische ; die Abweichungen der Analy-
senwerte von den theoretischen lagen meist unter 5%,. Auf eine Angabe der molaren
Gemischzusammensetzung verzichten wir vorderhand, da die molaren Penamaldat-
werte PW_ ;.. bzw. PW, popr der Penicilloinsiure noch nicht mit gentigender Sicher-
heit bekannt sind?).

Diese Arbeit wurde teilweise unterstiitzt durch Beitrdge des U.S. PuBLic HEALTH SERVICE,
des SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFTLICHEN FORSCHUNG
und der Emir BarRreLL-Stiftung. Herrn Dr. K. VoGLER (F. HoFFMANN-LA RocHE & Co. AG,
Basel) verdanken wir Elementaranalysen der Priaparate. Fiir technische Assistenz danken wir
Frl. E. BLaTTER und Frl. H. AmsTtuTz.

SUMMARY

The distinction between derivatives of penicilloic acids with modified a-carboxyl
function and the corresponding penicilloic acids themselves by means of a photometric
test is described. The procedure involves conversion of the penicillin derivatives to
penamaldates by the action of mercuric chloride, and comparison of the stability of
the extinction at 282 nm in phosphate buffer at pH 7,4. The stabilities of the free
penamaldates made from penicilloic acids are quite low (half life 4 to 5 minutes) and
contrast with the high stabilities of penamaldoyl derivatives obtained from the
a-derivatives of penicilloic acids. Some characteristics of the method are discussed,
and its potential usefulness for the quantitative analysis of mixtures of penicilloic acid
and a-derivatives of penicilloic acid is demonstrated.
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